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MiR-1-3p在VEGF/Notch信号通路介导青光眼模型
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  [摘要] 目的 探讨 miR-1-3p对青光眼大鼠视网膜神经节细胞凋亡的影响以及其调节机制。方法 将36只1
月龄SPF级SD大鼠进行适应性饲喂1周,之后采用随机数字表法均分为正常组、模型组和miR-1-3p拮抗组(每组

12只)。其中,正常组的大鼠未进行任何处理。模型组的大鼠构建青光眼模型,术后每日腹腔注射无菌生理盐水

0.2mL,连续干预7d。miR-1-3p拮抗组的大鼠构建青光眼模型,术后每日腹腔注射3μmol/L的miR-1-3p拮抗剂

0.2mL,连续干预7d。在青光眼模型造模结束及最后一次治疗干预时测量大鼠眼压。利用蛋白质免疫印迹法测

定各组大鼠视网膜组织中 Notch1和 Notch2的水平。利用酶联免疫吸附试验(enzyme-linkedimmunosorbent
assay,ELISA)检测血管内皮生长因子(vascularendothelialgrowthfactor,VEGF)含量。利用qRT-PCR试验测定

各组 大 鼠 视 网 膜 组 织 中 VEGF、Notch1和 Notch2mRNA 表 达 水 平。利 用 原 位 末 端 标 记 法(TdT-mediated
biotinylated-dUTPnickendlabeling,TUNEL)检测试剂盒测定细胞凋亡情况。结果 造模结束时模型组和 miR-1-
3p拮抗组的眼压均显著高于正常组(P<0.05)。最后一次治疗干预结束时,miR-1-3p拮抗组的眼压显著低于模型

组(P<0.05)。模型组视网膜组织中VEGF水平与Notch1和Notch2蛋白表达水平显著高于正常组(P<0.05)。
与模型组相比,miR-1-3p拮抗组视网膜组织中 VEGF水平与 Notch1和 Notch2蛋白表达水平显著降低(P<
0.05)。模型组视网膜组织中 VEGF、Notch1和 Notch2mRNA表达水平和细胞凋亡水平显著高于正常组(P<
0.05)。与模型组相比,miR-1-3p拮抗组视网膜组织中VEGF、Notch1和Notch2mRNA表达水平和细胞凋亡水平

显著降低(P<0.05)。结论 MiR-1-3p通过促进VEGF/Notch信号通路促进青光眼大鼠视网膜神经节细胞凋亡,

是治疗青光眼的潜在分子靶标。
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MechanismofMiR-1-3pinapoptosisofretinalganglioncells
inglaucomaratsviaVEGF/Notchsignalingpathway

GUDan,LUONa
(DepartmentofOphthalmology,the903rdHospitalofJiangyouCity,SichuanProvince,

Jiangyou621700,China)

[Abstract] Objective ToinvestigatetheeffectofmiR-1-3ponapoptosisofretinalganglion
cellsinglaucomaratsanditsregulatorymechanism.Methods Thirty-sixone-month-oldSPFSD
ratsweregivenadaptivefeedingforoneweek,andthendividedintonormalgroup(n=12),

modelgroup(n=12)andmiR-1-3pantagonisticgroup(n=12)byrandomnumbertablemethod.
Thenormalgroupdidnotreceiveanytreatment.Theratsinthemodelgroupwereusedto
constructglaucomamodel,and0.2mLsterilesalinewasinjectedintraperitoneallyeverydayfor7
days.TheratsinthemiR-1-3pantagonistgroupwereusedtoconstructglaucomamodel,and0.2
mLof3μmol/LmiR-1-3pantagonistwasinjectedintraperitoneallyeverydayaftersurgeryfor
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continuousinterventionfor7days.Intraocularpressure(IOP)wasmeasuredattheendof
glaucomamodelingandthelastintervention.ThelevelsofNotch1andNotch2intheretinal
tissuesofeachgroupweremeasuredbyWesternblotting,andvascularendothelialgrowthfactor
(VEGF)contentwasdetectedbyenzyme-linkedimmunosorbentassay(ELISA).ThemRNA
expressionlevelsofVEGF,Notch1andNotch2inretinaltissuesofratsweredeterminedbyqRT-
PCR,andapoptosiswasdeterminedbyTdT-mediatedbiotinylated-dUTPnickendlabeling
(TUNEL)assay.Results Attheendofmodeling,theIOPofmodelgroupandmiR-1-3p
antagonistgroupwassignificantlyhigherthanthatofnormalgroup(P<0.05).Attheendofthe
lastintervention,theIOPofmiR-1-3pantagonistgroupwassignificantlylowerthanthatof
modelgroup(P<0.05).VEGFlevelsandNotch1andNotch2proteinexpressionlevelsinretinal
tissuesofmodelgroup weresignificantlyhigherthanthoseofnormalgroup (P<0.05).
Comparedwiththemodelgroup,VEGFlevelsandNotch1andNotch2proteinexpressionlevels
inretinaltissuesofmiR-1-3pantagonisticgroupweresignificantlydecreased(P<0.05).The
mRNAexpressionlevelsofVEGF,Notch1,Notch2andapoptosislevelsinretinaltissuesin
modelgroupweresignificantlyhigherthanthoseinnormalgroup(P<0.05).Comparedwiththe
modelgroup,mRNAexpressionlevelsofVEGF,Notch1,Notch2andapoptosislevelsinretinal
tissuesofmiR-1-3pantagonistgroupweresignificantlydecreased(P<0.05).Conclusion MiR-
1-3ppromotesapoptosisofretinalganglioncellsinglaucomaratsbypromotingVEGF/Notch
signalingpathway,whichisapotentialmoleculartargetforthetreatmentofglaucoma.

[Keywords] glaucoma;retinalganglioncells;apoptosis

  青光眼是一种因眼内压升高导致的眼部疾病,
是全球失明的主要原因之一,严重影响了患者的劳

动能力和生活质量[1-2]。全球40~80岁人群中,青
光眼的患病率约为3.5%,预计到2040年将有1.118
亿人受此影响。因此,青光眼的治疗是全球眼科研

究面临的重点和挑战[3-4]。长期的高眼内压会导致

神经节细胞的损伤和凋亡,影响神经信号的传递,造
成视网膜神经节细胞凋亡进而影响视力[5-6]。微小

核糖核酸(microRibonucleicAcid,miRNA)是非编

码单 链 RNA,调 节 mRNA 的 表 达。研 究 表 明,

miRNA在青光眼的发病中参与调控相关基因,在
视网膜神经节细胞轴突再生、神经保护、神经发生等

方面发挥着重要作用[7-9]。其中miR-1与青光眼发

病机制相关,但尚未深入研究[10]。本研究旨在探讨

miR-1-3p对青光眼大鼠视网膜神经节细胞的影响

及其调节机制,为青光眼的治疗提供理论依据。

1 材 料 与 方 法

1.1 实验材料及仪器 SPF(SpecificPathogen
Free)级1月龄的Sprague-Dawley(SD)大鼠36只,
购自上海斯莱克实验动物有限责任公司。无菌生理

盐水、戊巴比妥钠、黏弹剂、多聚甲醛、RIPA裂解缓

冲液(RIPALysisBuffer)、BCA试剂盒、5%脱脂奶

粉、洗涤缓冲液(Tris-BufferedSalinewithTween-

20,TBST)、增强型化学发光检测(ECL)试剂盒、石
蜡、原位末端标记法(TdT-mediateddUTPNick-
EndLabeling,TUNEL)检测试剂盒、二甲苯、酒精

等购自美国Sigma公司。miR-1-3p拮抗剂购自广

东瑞 博 公 司。所 有 抗 体 与 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

(enzymelinkedimmunosorbentassay,ELISA)试
剂盒等购自美国 Abcam 公司。TRIzol提取试剂、
逆转录试剂盒、SYBRPremixExTaq定量检测试剂

盒等购自日本TaKaRa公司。便携式眼压计(PT-
100)购 自 美 国 莱 卡 公 司。PVDF(Polyvinylidene
Fluoride)膜购自美国Invitrogen公司。酶标仪购于

德国 BMGLabtechnologies公司。Bio-RAD 凝胶

成像系统购于美国Bio-RAD公司。荧光显微镜购

自德国莱卡公司。

1.2 实验方法

1.2.1 动物分组及处理 所有动物试验均参照《实
验动物护理和使用指南》[11]。所有动物研究获得四

川省江油九〇三医院动物伦理与福利委员会的批准

(批准号:202200366)。将购买的36只1月龄SPF
级SD大鼠进行适应性饲喂1周,饲喂正常饲料和

无菌过滤水,昼夜循环时间为12/12h,饲养温度为

22~24°C,湿度为50%~70%。之后,采用随机数

字表法将上述SD大鼠随机均分为正常组、模型组

和miR-1-3p拮抗组(每组12只)。其中,正常组的
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大鼠未进行任何处理,在正常条件下进行饲养。模

型组的大鼠构建青光眼诱导的急性高眼压模型,术
后每日通过腹腔注射无菌生理盐水0.2mL,连续干

预7d。miR-1-3p拮抗组的大鼠构建青光眼诱导的

急性高眼压模型,术后每日通过腹腔注射3μmol/L
的 miR-1-3p拮抗剂0.2mL,连续干预7d。之后,
收集各组大鼠视网膜组织进行后续实验。

1.2.2 青光眼诱导的急性高眼压模型建立 利用

腹腔注射5%戊巴比妥钠溶液(5mL/kg)麻醉大

鼠。麻醉成功后,将大鼠俯卧位固定,在手术显微镜

下用侧面穿刺刀穿过角膜缘刺入前房。接下来,沿
侧面穿刺刀用注射器抽取前房眼房水0.1mL,并注

射0.1mL黏弹剂制备青光眼诱导的急性高眼压

模型。

1.2.3 眼压测定 在青光眼诱导的急性高眼压模

型造模结束及最后一次治疗干预时,利用腹腔注射

5%戊巴比妥钠溶液(5mL/kg)麻醉大鼠。麻醉成

功后,由两名测试者使用便携式眼压计独立测量每

只大鼠的眼压,并记录平均值。

1.2.4 视网膜取样 利用腹腔注射5%戊巴比妥钠

溶液(5mL/kg)麻醉大鼠。麻醉成功后,每组取6
只大鼠进行直接取样,即直接取出视网膜组织,用无

菌生理盐水冲洗后放入EP管中在-80℃保存。每

组其余6只大鼠进行灌注固定取样,即从左心耳灌

注4%多聚甲醛400mL,之后取出视网膜组织并用

4%多聚甲醛溶液固定备用。

1.2.5 蛋白质免疫印迹 将在-80℃保存的视网

膜组织加入 RIPA 裂解缓冲液处理1h,之后在

14000g离心10min后保留上清液。利用BCA法

测定蛋白质浓度。随后,采用12%十二烷基硫酸钠

聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 (Sodium Dodecyl Sulfate
PolyacrylamideGelElectrophoresis,SDS-PAGE)
对蛋白样品进行分离。接下来,将蛋白质转移到

PVDF膜上,用5%脱脂牛奶将膜封闭2h后,用

TBST缓冲液洗涤3次,然后在4℃下孵育一抗

(anti-Notch1、anti-Notch2和anti-GAPDH)过夜。
次日,将PVDF膜与辣根过氧化物酶标记的二抗在

室温下孵育1h。使用增强型化学发光检测试剂盒

检测蛋白条带,并使用Bio-RAD成像系统进行信号

收集和图像分析。

1.2.6 ELISA试验 将各组大鼠的新鲜视网膜组

织与无菌PBS混合,完全匀浆并再次离心收集上清

液。将上清液转移到新的离心管中,按照试剂盒说

明书使用ELISA试剂盒检测视网膜组织匀浆中的

血管 内 皮 生 长 因 子(vascularendothelialgrowth

factor,VEGF)的水平。

1.2.7 实 时 定 量 逆 转 录 聚 合 酶 链 式 反 应

(Quantitative Real Time Polymerase Chain
Reaction,QRT-PCR)试验 采用TRIzol提取试剂

从新鲜视网膜组织中提取总RNA。随后,用逆转录

试剂盒将提取的RNA逆转录为互补的cDNA。随

后,使用SYBRPremixExTaq定量检测试剂盒在

ABI7500系统上进行 QRT-PCR,GAPDH 作为内

参。QRT-PCR 反应体系为20μL,反应条件为:

53℃反应5min,95℃预变性10min,95℃变性

10s,62℃退火30s,共35个循环。采用2-△△Ct方
法计算相对基因含量。本研究使用的引物序列如表

1所示。
表1 QRT-PCR引物序列

Table1 QRT-PCRprimersequence

基因名称 引物序列(5'-3')

VEGF Forward CATGCGGATCAAACCTCACC
Reverse TCACCGCCTTGGCTTGTCAC

Notch1 Forward GCTCCGAGGAGATCAACGAG
Reverse TTGACATCACCCTCACACCG

Notch2 Forward CAAGGACTGCGAGTCAGGTT
Reverse CCAGGGGTCCTCCATAGTGA

GAPDH Forward ACGGCAAGTTCAACGGCACAG
Reverse GAAGACGCCAGTAGACTCCACGAC

1.2.8 TUNEL试验 利用石蜡将视网膜组织进行

包埋,并切为5μm厚的组织切片。将切片在42℃
温水中压平,捞起,烘烤,制成石蜡切片。将切片依

次浸泡在二甲苯溶液和梯度浓度的酒精中进行常规

脱蜡和水化。最后根据 TUNEL试剂盒的说明检

测细胞凋亡。将样品在黑暗条件下用 TUNEL溶

液处理1h,然后用防褪色剂处理。使用荧光显微

镜以×200放大倍率收集图像。

1.3 统计学方法 应用GraphPadPrism8.0统计

软件分析数据。所有独立试验均至少进行3次重

复。计量资料比较采用单因素方差分析、SNK-q 检

验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 比较各组大鼠眼压变化情况 造模结束时模

型组和miR-1-3p拮抗组的眼压均显著高于正常组

(P<0.05)。最后一次治疗干预结束时,miR-1-3p
拮抗组的眼压显著低于模型组,差异有统计学意义

(P<0.05)。见表2。

2.2 比较各组大鼠视网膜组织中VEGF水平 模

型组视网膜组织中 VEGF水平显著高于正常组

(P<0.05)。与模型组相比,miR-1-3p拮抗组视网

膜组织中VEGF水平显著降低,差异有统计学意义
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(P<0.05)。见表3。
表2 各组大鼠眼压变化情况

Table2 Changesofintraocularpressureineachgroup
(n=12,x-±s,mmHg)

 组别 造模结束 最后一次治疗干预结束

正常组 8.91±1.12 8.87±1.03
模型组 31.24±4.07* 30.75±3.87*

miR-1-3p拮抗组 31.43±4.89* 20.37±3.49*#a

 F 值 144.613 152.824
 P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与正常组比较 #P 值<0.05与模型组比较(SNK-q
检验) aP 值<0.05与本组造模结束时比较(配对t检验)

1mmHg=0.133kPa

表3 各组大鼠视网膜组织中VEGF水平

Table3 LevelsofVEGFinretinaltissuesof
ratsineachgroup

(n=12,x-±s,ng/L)

组别 VEGF

正常组 32.04±4.64
模型组 103.79±15.34*

miR-1-3p拮抗组 68.63±8.63*#

F 值 129.400
P 值 <0.001

*P 值<0.05与正常组比较 #P 值<0.05与模型组比较(SNK-q
检验)

2.3 比较各组大鼠视网膜组织中 Notch信号通路

蛋白表达 模型组视网膜组织中Notch1和Notch2
蛋白表达水平显著高于正常组(P<0.05)。与模型

组相比,miR-1-3p拮抗组视网膜组织中 Notch1和

Notch2蛋白表达水平显著降低,差异均有统计学意

义(P<0.05)。见图1、表4。

图1 各组大鼠视网膜组织中Notch信号通路蛋白表达

Figure1 ProteinexpressionsofNotchsignalingpathwayin
retinaltissuesofratsineachgroup

2.4 比较各组大鼠视网膜组织中 VEGF、Notch1
和Notch2mRNA表达水平 模型组视网膜组织中

VEGF、Notch1和Notch2mRNA表达水平显著高

于正常组(P<0.05)。与模型组相比,miR-1-3p拮

抗 组 视 网 膜 组 织 中 VEGF、Notch1 和 Notch2
mRNA表达水平显著降低,差异均有统计学意义

(P<0.05)。见表5。

2.5 比较各组大鼠视网膜组织细胞凋亡情况 模

型组视网膜组织中细胞凋亡水平显著高于正常组

(P<0.05)。与模型组相比,miR-1-3p拮抗组视网

膜组织中细胞凋亡水平显著降低,差异均有统计学

意义(P<0.05)。见表6、图2。
表4 各组大鼠视网膜组织中Notch信号通路蛋白表达

Table4 ProteinexpressionofNotchsignalingpathway
intheretinaltissuesofratsineachgroup

(n=12,x-±s)

组别 Notch1 Notch2

正常组 0.99±0.11 1.04±0.10
模型组 1.95±0.15* 2.22±0.18*

miR-1-3p拮抗组 1.51±0.13*# 1.59±0.14*#

F 值 161.429 202.432
P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与正常组比较 #P 值<0.05与模型组比较(SNK-q
检验)

表5 各组大鼠视网膜组织中VEGF、Notch1和

Notch2mRNA表达水平

Table5 ExpressionlevelsofVEGF,Notch1andNotch2
mRNAintheretinaltissuesofratsineachgroup

(n=12,x-±s)

组别 VEGF(ng/L) Notch1 Notch2

正常组 1.08±0.22 1.13±0.28 1.28±0.32
模型组 4.25±0.41* 3.32±0.37* 4.58±0.52*

miR-1-3p拮抗组 1.91±0.30*# 1.87±0.28*# 2.01±0.29*#

F 值 317.391 152.119 236.741
P 值 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与正常组比较 #P 值<0.05与模型组比较(SNK-q
检验)

表6 各组大鼠视网膜组织细胞凋亡率对比

Table6 Comparisonofapoptosisrateofretinal
tissuecellsofratsineachgroup

(n=12,x-±s,%)

组别 凋亡率

正常组 5.83±1.23
模型组 32.17±4.74*

miR-1-3p拮抗组 9.89±2.24*#

F 值 249.674
P 值 <0.001

*P 值<0.05与正常组比较 #P 值<0.05与模型组比较(SNK-q
检验)
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图2 各组大鼠视网膜组织细胞凋亡情况

利用TUNEL试验测定视网膜组织细胞凋亡情况;DAPI为细胞核染色(蓝色),显示总细胞量;TUNEL为凋亡细胞染色(红
色),显示凋亡细胞

Figure2 Cellapoptosisofretinaltissuesineachgroup

3 讨  论

青光眼是一种复杂的眼部疾病,其特征是眼压

升高,导致视网膜神经节细胞及其轴突退化[12]。然

而,传统的诊断和治疗方法往往无法为患者提供精

确和个性化的护理[13]。尽管研究发现家族遗传、高
度近视、年龄、糖尿病等是青光眼发病的高风险因

素,但其发病机制尚不完全清楚[14]。青光眼的治疗

方法包括药物治疗、手术或激光疗法[15]。由于青光

眼早期可能没有明显症状,定期眼科检查是诊断和

治疗的关键。早期发现并控制眼内压可以有效预防

或延缓青光眼引起的视力损失[16]。

miRNA研究领域为阐明青光眼的复杂分子机

制提供了一条有前途的途径。研究表明,青光眼患

者和动物模型中miRNA在各种组织和体液中的表

达模式发生了变化[17-18]。失调的 miRNA可以调

节青光眼的关键通路和过程,包括细胞凋亡、自噬、
神经发生、衰老、细胞外基质重塑、氧化应激、炎症和

血管生成[17]。此外,因为某些 miRNA可以很容易

地在血液或泪液样本中检测到,因此它们有望成为

非侵 入 性 诊 断 或 预 后 生 物 标 志 物[17]。特 异 性

miRNA已成为青光眼治疗的有前途的治疗靶点或

药物,它们的活性可以使用合成模拟物或抑制剂进

行操纵[17]。本研究将36只1月龄SPF级SD大鼠

分为正常组、模型组和miR-1-3p拮抗组。模型组的

大鼠构建青光眼模型后利用无菌生理盐水处理。

miR-1-3p拮抗组的大鼠构建青光眼模型后利用

miR-1-3p拮抗剂处理。造模结束时模型组和 miR-
1-3p拮抗组的眼压均显著高于正常组(P<0.05)。
这说明我们成功构建了青光眼诱导的急性高眼压模

型。此外,最后一次治疗干预结束时,miR-1-3p拮

抗组的眼压显著低于模型组(P<0.05)。这说明在

大鼠模型中,抑制miR-1-3p可以缓解高眼压。

VEGF是一种调节血管生成和维持的蛋白质。

VEGF在血管发育、修复和保持正常生理功能中起

着关键作用。在一些病理情况下,如视网膜缺血、糖
尿病性视网膜病变等,VEGF的过度表达可能导致

异常的眼内血管生成。这种血管生成可能导致眼压

升高,从而增加患青光眼的风险[4]。Dimtsas等[19]

研究 发 现,在 原 发 性 开 角 型 青 光 眼 患 者 房 水 中

VEGF水平显著升高。此外,VEGF还参与了房水

循环的调节。青光眼的一个主要特征是房水的排泄

受阻,导致眼内压升高。VEGF可能通过影响眼内

组织的微血管和血管通透性,影响房水的产生和排

泄,从而对青光眼的发展产生影响[20]。一些研究和

临床实践表明,一些抑制 VEGF的药物(如贝伐珠

单抗)对控制青光眼的发展起到积极的作用[21]。在

本研究中,发现模型组视网膜组织中VEGF水平显

著高于正常组(P<0.05),这与Dimtsas等[19]的研

究结果相似。此外,与模型组相比,miR-1-3p拮抗

组视网膜组织中VEGF水平显著降低(P<0.05)。
这说明在大鼠青光眼模型中,抑制miR-1-3p可以降

低VEGF表达。

Notch信号通路是一种重要的细胞信号传导途

径,对于调控细胞分化、增殖、凋亡以及组织发育等

过程具有关键作用[22]。在眼睛发育和维持眼内结

构的过程中,Notch信号通路也发挥着重要的调控

作用。Notch信号通路在晶状体和前房角膜边缘区

的发育中起着关键作用[23]。这些结构的正常发育

对于房水动力学的平衡和青光眼的预防至关重要。
异常的Notch信号通路可能影响这些结构的发育,
从而增加患青光眼的风险。Wang等[24]的研究发

现,Notch信号通路在青光眼大鼠的视网膜组织中

上调。Yin等[25]的研究发现,ATOH7过表达通过

抑制Notch信号通路促进视网膜感光细胞的分化

并抑制其凋亡,从而对青光眼患者发挥神经保护作

用。本研究中,观察到模型组视网膜组织中Notch1
和Notch2表达水平显著高于正常组(P<0.05),这
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与 Wang等[24]的研究相一致。此外,与模型组相

比,miR-1-3p 拮 抗 组 视 网 膜 组 织 中 Notch1 和

Notch2表达水平显著降低(P<0.05)。这说明在

大鼠青光眼模型中,抑制 miR-1-3p可以抑制Notch
信号通路。与此同时,模型组视网膜组织中细胞凋

亡水平显著高于正常组(P<0.05)。与模型组相

比,miR-1-3p拮抗组视网膜组织中细胞凋亡水平显

著降低(P<0.05)。这些结果说明 miR-1-3p通过

促进VEGF/Notch信号通路促进青光眼大鼠视网

膜神经节细胞凋亡。然而,本研究仍存在一定的局

限性。本研究仅在大鼠模型中验证了 miR-1-3p对

青光眼大鼠视网膜神经节细胞凋亡的影响以及其调

节机制。在后续工作中可以进一步开展临床试验来

验证本文结论。
本 研 究 的 结 果 表 明,miR-1-3p 通 过 促 进

VEGF/Notch信号通路促进青光眼大鼠视网膜神

经节细胞凋亡。miR-1-3p可能是治疗青光眼的潜

在分子靶标,进一步拓展了青光眼的分子机制研究。
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